3oy 404
UNIVERSIDAD SIMON BOLIVAR
Incorporada a la
Universidad Nacional Auténoma de México

CARACTERIZACION DE LA CAPTACION
DEL 52-ANDROSTANO-35,173-DIOL EN
FIBROBLASTOS HUMANOS NORMALES

TESIS

Que para obtener ¢l Titulo de:
LICENCIADO EN BIOLOGIA

p r e s e nt a

TERESITA ESPINOSA JIMENEZ

TESIS CON
FAL'A TE CRiGEN

MEXICO, D. F. OCTUBRE 1988




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



CONTENIDO

pdg.
Abreviaturas utilizadas enel trabajo ............ ... ... ... .. 17
Esteroides utilizados en el trabajo ........ ... ... . i 19

Nombre trivial y sistemdtico en las enzimas citadas en el trabajo 21

RESUMEN ...ttt i e cn e ceanannn 23
INTRODUCCION ...ttt i eee e ni e nareeneeanns 25
Biosintesis de ANArogenos .. .....ocetvie e 27
Metabolismo de Testosterona . ....... ....coviviiirenienanienn. 28
Concentracioén de 3g-Androstandiol ................cvvvvnns 31
Efectos Bioldgicos del 3g-Androstandiol .................... 33
Mecanismo de Accién del 3g-Androstandiol .................. 36
Fibroblastos como modelo biolégico en el estudio de receptores
CItODIASMALICOS ...t i i i e i e e e 36
OBJETIVO DEL ESTUDIO .......c¢oiiiiniriiniinnnreeinen. 39
MATERIAL Y METODOS
Material.
Reactivos para cultivo celular ...................... N 41
Compuestos marcados con isGtopos radiactivos ........v.. .00, 41
Compuestos radioinertes ................ ... .00 N 41
Limpieza de material .. .........iiin i e e 42
Métodos. BN T P
Cultivo de clulas .. .ov. i v i i e e 42
Congelamiento Celular ........c.oovevrrrrananriviinserie. . 42

PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES,

A, Estudio de la union del 38-Androstandiol en fibroblastos com-
PIRtOS ... e e e 45



B. Estudio de la unidn del 3g-Androstandiol en citosol ........ 46
C. Estudio de 1a unién del 3g-Androstandiol a nivel subcelular, 47
D. Estudio de la unién del 3g-Androstandiol a nivel nuclear .., 47

RESULTADOS.
Influencia de diferentes concentraciones del 3g8-diol radioinerte

en la captacién total de radiactividad ................... 51
Esgpecificidad de unién . ......... ... .. . o ., 51
Unidn del 3g-diol a nivel citoplasmatico ..................... 56
Estudios a nivel subcelular de la captacién del 3g-diol ,......... 56
Cinética de union del 3p-diol *H a fibroblastos ............... 57
DISCUSION ., .........coovvnnen e P K A 61
CONCLUSION ........cc0vvivnnn.s. TR e, 67
APENDICE ......cooviieinenns e e e, 69

REFERENCIAS ................ L



ABREVIATURAS UTILIZADAS EN EL TRABAJO
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................... 2w ..o Nandmetro.
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RA .....:.. . Vo4 e v es oo e s Receptor de Andrégenos.
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SHBG ... .5 Proteina transportadora de
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ESTEROIDES UTILIZADOS EN EL TRABAJO

Nombre Trivial Nombre Sistemdtico
3a,5«-Androstandiol ............. Sa-Androstano-3a,17g-diol.
38,5a-Androstandiol .,........... Sa-Androstanoe-33,178-diol.
A'-Androstendiol ............... 5-Androsteno-33,178-diol.
A*-Androstendiona. .............. 4-Androstenc-3,17-diona.
Colesterol ..........ccvivinanss 5-Colesteno-34-ol.
Dehidroepiandrosterona ...... .+« 3B-Hidroxi-5-androsteno-17
ona.

S5a-Dihidrotestosterona .......... 178-Hidroxi-5a-androstano
3-ona.

17«-Hidroxipregnenolona ........ 38,17a-dihidroxi-5-pregneno
20-ona.

17«-Hidroxiprogesterona . ........17a-Hidroxi-4-pregneno-3,
20-diona.

3p,5« Noretisterona .,......... . 17«-Etinil-5«-estran-33,
178-diol.

Pregnenolona ...........ccvvvnn 3p3-Hidroxi-B-pregneno
20-ona.

Progesterona .........cocruvuen 4-Pregneno-3,20-diona.

Testosterona ...........o.e0 «....17p-Hidroxi-4-androsteno-
3-ona,

Ba-Triol ......c.iviiieninnsss . «Sa-Androstano-34,6«,
17p-triol.

TaTriol ... v, 5a-Androstano-33,7a,
178-triol.
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NOMBRE TRIVIAL Y SISTEMATICO DE LAS
ENZIMAS CITADAS EN EL TRABAJO

Nombre Trivial Nombre Sistemdtico
3p-01 deshidrogenasa ....... .. ..3p-Hidroxiesteroide NAD
(3p-hidroxiesteroide (P) oxidoreductasa.
deshidrogenasa).
3a-0l deshidrogenasa ....... ... .3e-Hidroxiesteroide NAD
(3e-hidroxiesteroide (P) oxidoreductasa.
deshidrogenasa).

17,20 desmolasa ............... 17,20 esteroide liasa.

20,22 desmolasa ............... 20,22 esteroide liasa.

Se-reductasa ...... ... 0. ... Sa-esteroide: (aceptor)
-oxido reductasa.

17a hidroxilasa ................. Esteroide NADP reducido:

oxigeno,oxidoreductasa.
(17Ta hidroxilacion).

20¢-hidroxilasa ...... e Esteroide NADFP reducido:
oxidoreductasa.
22-hidroxilasa ..... N .....Esteroide NADP reducido:

oxigeno,oxidoreductasa.
(22 hidroxilacion).

A'-APISOMErasa . ....venvraninonn 3cetoesteroide
A*-A® jsomerasa
173 Oxidoreductasa ...... .« ... 17B-hidroxiesteroide
NAD (P) oxidoreductasa
Ba-hidroxilasa .................. Esteroide 6e«-hidroxilasa
To-hidroxilasa .................. Esteroide 7e-hidroxilasa



RESUMEN

Aunque experimentalmente se ha demostrado que los derivados
3a y 38 reducidos de la testosterona, desempefian un papel determi-
nante en la regulacién de diversos procesos fisiolégicos normales,
y aun en ciertas alteraciones metabélicas, el mecanismo de accién
de estos metabolitos no ha sido esclarecido, Con la finalidad de co-
nocer el sitio intracelular de union especifica del 38-Androstandiol
(5« androstano,3p,178-diol) en el fibroblasto, en el presente trabajo
se realizaron estudios de captacion del 3p8-diol (usando 3p3-Andros-
tandiol- *H) en f{ibroblastos de piel humana mantenidos en cultivo.
La retencion especifica del 3p-Androstandiol- *H se determind ini-
cialmente en monocapas confluentes de fibroblastos intactos. En se-
gundo término se analizé en forma sistematica la unidn del com-
puesto tritiado en fracciones subcelulares purificadas, y se estudié
ademas la especificidad de esta union. Los resultados obtenidos in-
dican que el 3p-Androstandiol se une preferentemente al comparti-
mento nuclear del fibroblasto.



INTRODUCCION

Las hormonas esteroides son moléculas de naturaleza lipidica,
producidas por las glandulas endécrinas y son capaces de influir -en
el funcionamiento de tejidos distantes que aparentemente no guar-
dan relacién con las células que los sintetizaron, Los esteroides son
moléculas relativamente pequenas, que poseen la informacion sufi-
ciente en su estructura para asegurar una respuesta adecuada y
especifica del drgano blanco sobre el cual actia (1). Dentro de este
tipo de hormonas se agrupan las hormonas sexuales masculinas (lla-
madas genéricamente andrégenos), las hormonas sexuales femeninas
(estrégenos y prostagenos) y las hormonas secretadas por la corteza:
suprarrenal (corticoestercides) que incluye a los mineralocorticoides
y a los glucocorticoides. :

Estos compueslos tienen un peso molecular de alrededor de - 300
daltones, y sus estructuras son muy parecidas entre si, esta simili-
tud se debe a que se originan de un precursor comin que es el
colesterol. Estructuralmente el colesterol consta de 27 atomos de
carbono y su nacleo bisico es el ciclopentanoperhidrofenantreno (ver
Fig. 1). Todas las hormonas esteroides se sintetizan a partir del
colesterol, éste pierde inicialmente la cadena lateral por la accién
de enzimas cspecificas de localizacién mitocondrial lo que constituye
el paso limitante de la esteroidogénesis (2-4). Debido a su propiedad
lipofilica ¥ a su tamafio, las hormonas esteroides pueden difundir
facilmente al interior de la célula o bien pasar hacia el torrente
sanguineo. Ya que son altamente especificas las concentraciones re-
queridas para que estas hormonas ejerzan su accién son pe-
queftas, (su concentraciéon en suero es de aproximadamente 10-* mo-
les/1). Una vez secretadas en el torrente sanguineo, las hormonas
esteroides son transportadas por proteinas séricas especificas hacia
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los Organos blanco: las mdas importantes son la globulina transpor-
tadora de hormonas sexuales (SHBG), que une a androgenos y es-
trégenos (5,6) y la proteina transportadora de corticoesteroides (CBG
o transcortina) a la que se unen corticoesteroides y progestinas (7,8).
Algunas especies como la rata no poseen SHBG, sin embargo las hor-
monas son acarreadas por otras proteinas como la a- fetoproteina y
la albimina, que desempefian un papel similar (9,10).

L.as hormones esteroides ejercen selectivamente su accidén debido
a su interaccion con receptores intracelulares que se encuentran loca-
lizados exclusivamente en los tejidos esteroides sensibles en donde
son captados selectivamente. La retencién especifica de hormonas
esteroides por un tejido blanco fue demostrada en 1962 por E, V.
Jensen (11), quien después de administrar a roedores una prepara-
cién de estradiol marcado con {ritio observdé que la hormona era
retenida en mayor porcién por el tejido uterino. A partir de enton-
ce se ha documentado la existencia de receptores intracelulares es-
pecificos de androgenos (RA), de estrogenos (RE), de progesterona
(RP,) ¥ receptores para corticoesteroides, que se encuentran pre-
sentes en los tejidos esteroides sensibles y/o dependientes (12-14).
Dentro de la célula blanco, los esteroides son retenidos selectiva-
mente por moléculas receptoras de naturaleza proteica, ubicadas tan-
to en el citoplasma como en el compartimento nuclear. Una de las
propiedades principales de los receptores es, la de ser altamente espe-
cificos, esto es, ser capaces de discriminar pequefas, diferencias en
la estructura molecular de las hormonas. La unidn del esteroide con
el receptor se establece mediante enlaces no covalentes con los sitios
de unién de alta afinidad de la proteina los cuales generalmente
muestran baja capacidad (15).

Dea acuerdo a sus propiedades fisicogquimicas se reconocen dos for-
mas bidsicas del receptor de hormonas esteroides; la forma nativa
o no disociada, localizada principalmente en el citoplasma, de un
peso molecular aproximado de 200000 daltones y cuyo coeficiente
de sedimentacion es de 8% en gradientes de densidad de sacaro-
sa (16-18). El complejo formado por la hormona y el receptor es
activade (posiblemente por un proceso de desfosforilacidon) o trans-
formado conformacionalmente, lo cual le confiere la capacidad de
ser translocado al nicleo, a donde se une a sitios aceptores situados
en la cromatina. Al receptor activado se le conoce comwo receptor
nuclear o forma disociada (43) del receptor. La interaccién del re-
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ceptor nuclear con el aceptor resulta en la regulacion de la expresion
génica de la hormona (19,20).

Biosintesis de Andrdgenos,

Los andrdégenos son las hormonas esteroides gonadales que de-
terminan la diferenciacion y el desarrclle de los drganos reproduc-
tivos masculinos, Regulan ademads las caracteristicas sexuales secun-
darias, la conducta, el comportamiento sexual y la secrecion de los
organos sexuales accesorios en el macho. Uno de los andrdgenos circu-
lantes biolégicamente mds activos (la testosterona), es producido en
su mayoria por el testiculo, aunque su formacion por el ovario (21)
v la suprarrenal (22) también ha sido informada.

Las células intersticiales del testiculo o células de Leydig son las
responsables de biosintetizar a la hormona a partir de acetato (23).
La regulacién de la sintesis de los andrdgencs por el testiculo se da
por un mecanismo de retroalimentacion negativa que se establece
entre la gonada, el hipotilamo y la hipofisis anterior a través de sus
secreciones. Asi la hormona liberadora de gonadotropinas (LH-RH)
de origen hipotalimico regula la sintesis y/o liberacién de la LH
(hormona luteinizante u hormona estimulante de las células intersti-
ciales) por la pituitaria anterior; ésta a su vez actiia sobre los re-
ceptores membranales de la célula de Leydig resultando en un incre-
mento en la sintesis de testosterona. La biosintesis de andrdgenos
se lleva a cabo a partir de colesterol, el cual se encuentra presente
en grandes cantidades en la membrana de la célula eucarionte y es
sintetizado mediante la unién de moléculas de acetato (24).

Las modificaciones en la molécula de colesterol para llegar a
formar los andrdgenos se inicia mediante el rompimiento de la ca-
dena lateral, esta reaccién es confinada a las mitocondrias de orga-
nos formadores de esteroides, e involucra un rompimiento de carbono
a carbono (C.-C;.). Requiriendo previamente la hidroxilacién de los
carbonos 20 y 22 del colesterol (25) y es necesaria la presencia de
NADPH y oxigeno (26), subsecuentemente la enzima 20,22 desmo-
lasa rompe la cadena lateral del colesterol dihidroxilado, y da como
resultado la pregnenolona mpolécula de 21 atomos de carbono que no
tiene actividad hormonal conocida. Ya formada la pregnenolona aban-
dona la mitocondria y se dirige al reticulo endoplasmatico, en donde
tienen lugar las reacciones subsecuentes. La transformacion de preg-
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nenolona a testosterona requiere de cinco reacciones enzimaiticas (Fig.
1); la 17 - hidroxilacion mediante la 1Te-hidroxilasa, la remocién
de la cadena lateral mediante la 17,20 desmolasa, la oxidacidén del
grupo hidroxilo en posicién 3 y el cambio de la doble ligadura de
A® a A' mediante la accidn de la 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa
¥y la A'-A% isomerasa, este par de enzimas se encuentran intimamente
asociadas y las 2 reacciones ocurren casi simultidneamente. Por ul-
timo -es necesaria la reduccién del oxigeno en el carbono 17 me-
diante la accién de la 17g-hidroxiesteroide deshidrogenasa.

Las- principales vias metabdlicas para la formacion de testoste-
rona a partir de pregnenolona se muestran en la figura 1. La ruta
de los delta 5 (A®) opera para el humano y el perro, mientras que
la lamada via de los delta 4 (A') se sigue en el testiculo de la rata.

Metabolismo de Testosterona.

La testosterona una vez sintetizada, se vierte a la circulacién
de donde serd captad'l por la céluia blanco Esta hormona presenta
actividad androgénica per se y actiia a nivel celular o bien es con-
vertida ezimdticamente en los tejidos andrégeno dependientes a un
(,oinpuesto cuya actividad biologica es inclusive superior al compues-
to. omgma] por ejemplo, la testosterona es convertida en el epitelio
plOStdthO a Sa-dihidrotestosterona (27) por la accién de la enzima
&z-xeductasa NADPH dependiente (28, 29) de localizacién micro-
somal y/o nuclear.

La formacién de la Sa-dihidrotestosterona (5«-DHT) a partir de
testosterona ocurre en varios tejidos en los que se sugiere que esta
hormona cjerce su accion, Asila testosterona es convertida a 5a-DHT
en el epididimo (30), cerebelo (31), hipotdlamo (32), hipdfisis an-

Fig. 1 Sintesis de Testosterona en Testiculo.
La conversién de colesterol a pregnenolona se lleva a cabo en las
mitocondrias de las células formadoras de ‘esteroides. Las reacciones
subsecuentes ocurren en el reticulo endoplasmico liso. Las reacciones
de la izquierda indican la ruta de los A y las de la derecha indican la
ruta de los A% Los nameros arabigos indican las enzimas involucra-
das en el proceso de biosintesis. 1) 20« hidroxilasa; 2) 22 R hidroxi-
lasa; 3) 20, 22 desmolasa; 4) 3p hidroxiesteroide deshidrogenasa; 5)
A A’ 1some1'asa 6) 17« hidroxilasa; 7) 17,20 desmolasa 8) 178
oxidoreductasa.
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terior (33, 34), piel y glandula sebacea (35-37) de la mayoria de
los mamiferos.

Por otra parte la gran mayoria de efectos androgénicos a nivel
celular son mediados por al accién de la 5«-DHT. Este compuesto es
reducido enzimaticamente (figura 2) en el grupo ceténico del car-
bono 3 mediante la accion de la 3«- y la 33- hidroxiestercide deshidro-
genasa y esto resulta en la formacion de los compuestos 3a-andros-
tandiol y el 38-androstandiol.

(-1}

g TESTOSTERONA
o7
NADFH ®
RaDP :‘
H

- 54 -DIHIDROTESTOSTERONA

L

~.

. 2 PPN |
o™ 0 30 -DioL o ; 38 -DIOL
"

& H

o \° /o, \®

H OH
WY WO 5 on Ho Y no
OH

oM

[}

OoH

3a 6,178 -TRIOL Jo Ta 178 ~TRIOL 3P 60,175 -TRICL 38,10 ,175 -TRIOL

. Fig. 2. Metabolismo de Testosterona en 6rgano blanco. Los nameros
arabigos indican las enzimas involucradas en las reacciones de con-
version de la testosterona a sus metabolitos. 4) 3g-hidroxiesteroide
deshidrogenasa 9) Ba-esteroide reductasa 10) 3a-hidroxiesteroide des-
hidrogenasa 11) Ga-esteroide hidroxilasa 12) T«-esteroide hidroxilasa.

La formacion del 35-androstandiol que es el compuesto objeto del
presente estudio (Fig, 3) se lleva a cabo principalmente en la frae-
cién soluble y en la fraccién microsomal de la célula que es donde
se ha identificado la mayor actividad de la 3B-hidroxiesteroide des-
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H

52-ANDROSTANO3-8 178 DIOL
(38-diol)

Fig. 3. Estructura quimica del 3g-diol
5« - ANDROSTANO- 38, 178 DIOL
(3p-diol)

hidrogenasa. Aunque las caracteristicas de esta enzima han sido es-
casamente estudiadas se sabe que exhibe su mayor actividad a un
pH de entre 5-7 y a una temperatura 6ptima de 37°C (38). Como
se indica en el cuadro nimero 1, la formacién del 3p-androstandiol
(38-diol) se ha reportado que ocurre en varios tejidos como por
ejemplo la préstata ventral, en hipéfisis, piel, tibulo seminifero y en
hipotdlamo de rata. Finalmente el destino metabdlico del 3p-diol
y su isémero el 3a-diol (Fig. 2) es la hidroxilacién de los carbonos
6 y/o T en orientacién alfa y beta para ser excretados. Estos pro-
ductos son biolégicamente inertes y se cree que su formacién es un
reflejo de la actividad metabdlica celular (44).

Concentracion del 3 Androstandiol.

Se ha sugerido reiteradamente, aunque sin comprobacién experi-
mental, que el 38-diol es un androgeno biolégicamente débil y que
por lo tanto no es importante fisiologicamente (45), sin embargo,
estas afirmaciones han sido cuestionadas y su importancia fisiologica
revalorada, gracias, al desarrollo de técnicas analiticas de cuantifica-
cidn. En el cuadro nameroc 2 se muestran las concentraciones del

31



Cuadro No. 1

Metabolismo i Método de se-
(Sustrato Tejido paracion de
Producto) metabolitos Ref,

T ——>38diol Prdstata de rata. Cromatografia en
N capa [ina. 39
T > 38diol Células tumorales Cromatografia en
de pituitarvia de papel 40
rata (GH,).
T —=> 38 diol = Piel de cuero ca- Cromatografia en
: belludo. capa fina. 41
T —» 38 digl Piel de espalda. Cromatografin en
capa fina. 41
54 DHT ~— 38 diol  Pituitaria, hipota- Cromatografia en
lamo y tabulo se- papel y capa fina. 42
minifero (rata). : : -
A'A-—>3gdiol Glinduwa scbicea  Cromatografia en _
) de Gerbo capa fina. 43
T ——> 30 diol " " - 43

Formacion del 38 diol en tejidos sensibles a andrégenos.

Los estudios se realizaron in vitro, partiendo de un precursos mar-
cado radiactivamente. '
T: Testosterona, 38 diol: 5« androstano-3p, 178 diol, 5« DHT:

5« Dihidrotestosterona, A* A: A* Androstendiona.

3p-diol en sujetos normales, y en individuos cuya patologia es atri-
huida a la accién del androstandiol. Asi, en el hombre, la concentra-
cién plasmatica del 38-diol es mucho mayor a la encontrada en la
mujer, mientras que en el vardn castrado, los niveles de la hormona
se: encuentran disminuidos lo gue sugiere que el testiculo -aporta un
porcentaje importante del esteroide. Por otro lado, se observd que
la concentracién plasmatica del 33-diol en mujeres hirsutas es similar
al de los hombres normales lo cual sugiere gue esta alteracion es
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debida a los niveles elevados de este metabolito (45). Las altas con-
centraciones del 3f-diol encontradas en la hipéfisis anterior de la
rata sugieren que este compuesto es sintetizado y de alguna forma
. retenido por €l tejido (46) ya que se han detectado niveles tisulares
4 veces superiores a los séricos (aproximadamente 1 ng/g de tejida).

Efectos Bioldgicos del 3p-Androstandiol.

Como se menciond con anterjoridad el destino metabdlico de un
producto de conversién formado a partir de una hormona activa,
puede seguir dos caminos; uno que estos productos (metabolitos)
sean activos biolégicamente o bien que sean inactivos y pueden:

a) inducir un recambio de la hormona esteroide
b) regular las concentraciones intracelulares de hormona activa
c) cambiar el balance metabolico celular.

En el caso particular del 38-diol que se puede considerar es un
metabolito activo ya que se han registrado varios efectos bioldgicos
de este compuesto, Por ejemplo, en estudios metabélicos tanto in vitro
como in vivo se ha demostrado la formacion del 33-diol en 1a fraccién
microsomal de prostatal ventral de la rata (47) y en perfusiones
de la prostata del perro (48). Al estudiar la accion de este metabolito
sobre la prostata de rata se observa un marcado efecto sobre el com-
ponente epitelial en términos de induccién de actividad secretera y
el mantenimiento de la altura y tamafio de las células epiteliales
(49), este gfecto es debido al 3p-diol y no a su epimero 3« 0 a la
5-DHT. Ya que el 33-diol es capaz de mantener la actividad y mor-
fologia de Ia prostata, Robel y col. sugirieron que este metabolito
regula la actividad de la 5«-DHT inhibiendo su expresion (50).
Por otro lado, con el antecedente de que un efecto androgénico
temprano sobre el tejido prostatico es un incremento en la actividad
de la RNA polimerasa, Davies y col. estudiaron el efecto del 33-diol
sobre la actividad de esta enzima, y observaron que induce su acti-
vidad demostrando asi su efecto androgénico intrinseco (51).

Otro efecto fisioldgico en el cual parece estar involucrado el
3p-diol les el inicio de la pubertad en los roedores. De acuerdo a la
informacién disponible se sabe que en esta etapa de maduracién los
cambios en las gonadas, tracto reproductos, encéfalo e hipéfisis son
iniciados en respuesta a un estimulo hormonal apropiado (52). En
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Cuadro No, 2

Esteroide cuantificado Individuos estudiados  Método de Andlisis  Concentracion en  Ref.
plasma periférico

38 diol Hombres normales Radioinmunoensayo 609 pg/ml 48

33 diol Mujeres normales Radioinmunoensayo 285 pg/mi 48

34 diol Hombres adultos Radioinmunoensayo 200 pg/ml 48
castrados

34 diol Fluido folicular Radioinmunoensayo 725 pg/mi 48
humano

33 diol Mujeres hirsutas Radioinmunoensayo 585 pg/ml 48




esta especie se ha correlacionado el inicio de la pubertad con un
incremento en la secrecion hormonal por parte de la génada (53),
aunque se ha reconocido que no sdlo el estradiol (E.) y la progeste-
rona estan involucrados en al activacion del hipotalamo.

A este respecto Eckstein ha estudiado en la rata hembra la rela-
cion del 38-diol con el inicio de la pubertad (54), sus datos indican
que la administracién de 3p-diol, induce cambios similares a los obser-
vados en el inicio de este fendmeno fisiologico; esto es, apertura
vaginal y la aparicién del primer estro.

En la rata, en etapas prepuberales la produccién del 3a-diol por
el ovario y el testiculo se encuentra incrementada, sin embargo, este
isomero no tiene efecto alguno sobre el adelanto de la pubertad
(54), lo que ha sugerido que la hormona hipofisiaria FSH activa
ciertas epimerasas que convierten a la forma 38 del androstandiol,
que es biolégicamente activo (55).

Estos hallazgos sugieren fuertemente que el metabolito tetrahidro
reducido de la testosterona estd involucrado directamente en la ini-
ciacién de la pubertad.

Se sabe que los andrégenos regulan el desarrollo y la actividad
secretora de las glandulas scbiceas (56).

La testosterona y/o sus metabolitos acthan sinérgicamente con
hormonas hipofisiarias como la prolactina y la somatotropina para
mantener su actividad (57-58).

Estudios realizados por Ebling y col. demostraron también que
el 3g-diol es capaz de incrementar la produccién de sebo y aumentar
el nimero de mitosis en las glandulas sebiceas asi como inducir su
crecimiento (59) en ratas hipofisectomizadas y castradas. Estos cam-
bios pudieron ser observados a dosis extremadamente bajas del 33-dio}
(0.2 mg) y en estos animales, ] peso de las vesiculas seminales y la
préstata ventral aumentd, indicando que los érganos mencionados,
son también sensibles a la accion del 38-diol (59). Por Gltimo, el efec-
to del 33-diol sobre la secrecién y liberacidn de gonadotropinas, es
aun controversial (60, 61). Los efectos observados posiblemente de-
penden de la via de administracién, dosis empleada y otros parame-
tros experimentales, asi se ha reportado la potencia antigonadotrépica
del 33-diol bajo ciertas condiciones de experimentacion, pero en otras
este efecto estd ausente (62,63). También es posible que después de
1a administracion del 3g-diol este sea convertido enzimdaticamente
a 5«-DHT y/o 3a- por tejidos neurales (44).
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Mecanismo de Accidon del 38-Androstandiol.

En la actualidad se desconoce el mecanismo de accién de los an-
drégenos Sa- reducidos a nivel celular, en particular del 3g8-diol. Estu-
dios efectuados por Thieulant y col. indicaron que en la hipo6fisis
anterior de la rata, existe una macromolécula de naturaleza proteica
capaz de unir al 5«-androstano-38,17g-diol (64). Por analisis de espe-
cificidad y afinidad, el 3g-diol parecia unirse al receptor de estradiol,
estos resultados han sido confirmados por Rochefort y Garcia en el
tero de la ternera y la rata (65). Aun mds, el 33-diol es capaz de
estimular in vivo la actividad de la RINA polimerasa en Ja pituitaria,
estimula también a la timidina-cinasa e induce la sintesis del recep-
tor de progesterona en células MCF-7 (66), respuestas consideradas
tipicamente estrogénicas. Por otra parte el 38-diol es capaz de inter-
accionar con el receptor de andrégenos, por desplazar a la hormona
de su sitio de unién, Hannouche y col. (67) y Barley y col. (68)
demostraron que el 38-diol interfiere con la unidn de la testosterona
v 5¢-DHT a su receptor, en la pituitaria y cerebro.

Finalmente Baulieu encontré que el Sa-androstano-34,178 diol *H
se une con gran afinidad a una macromolécula que sedimenta en la
region 3-4S (47).

En resumen con los datos disponibles actualmente no se ha po-
dido esclarecer, ni aun, sugerir un modelo de accién especifico para
el 3g-diol a nivel celular. En este estudio se pretende analizar en

forma sistemitica la accién del 38-Androstandiol en el fibroblasto
Humane.

Fibroblastos comoe modelo bioldgico en el estudio de
receptores citoplasmdticos.

El uso de fibroblastos derivados de piel, mantenidos en cultivo
en monocapa, es de gran utilidad para el estudio del mecanismo de
accién de andrdgenos ya que mantienen las caracteristicas del érga-
no blanco del cual provienen, en la capacidad de metabolizar este-
roides (69) y poseen ademas receptores especificos, Hasta ahora
los receptores gue se han encontrado y estudiado en fibroblastos
son los de andrégenos (70,71) y los de glucocorticoides (72), pero
no de estrdgenos ni de progesterona. Por otro lado el uso de fibro-
blastos permite tener un modelo biolégico homogéneo, con un solo
tipo celular, y lo més importante es que se evita la presencia de
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contaminantes, por ejemplo proteinas séricas que podrian enmasca-
rar la actividad de receptores de un tejido especifico.

Ademas, dado que los fibroblastos se pueden obtener en grandes
cantidades y es posible almacenarlos a bajas temperaturas durante
tiempos indefinidos, dan a este modelo biolégico una gran ventaja
sobre otros tejidos provenientes de animales de experimentacién.
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OBJETIVO DEL ESTUDIO

El objetivo del presente estudio fue el de investigar la unién es-
pecifica del 5a-androstano-38,178 diol a fibroblastos provenientes de
piel genital, caracterizar esta unién y tratar de establecer un posi-
ble mecanismo de accién a nivel celular.
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MATERIAL Y METODOS

MATERIAL:

Reactivos para cultivo celular:

Los siguientes reactivos fueron obtenidos de Laboratorios Gibeo,
NY,

Medio minimo esencial de Eagle (MEM); penicilina, estreptomi-
cina liofilizada con 10,000 U/ml de penicilina base y 10 mg/ml de
estreptomicina base; solucién de tripsina-EDTA (1x) liofilizada, 0.5 g
tripsina (1:250) 0.2 g de EDTA/] de solucién balanceada de Hanks,
sin calcio ¥ sin magnesio; solucién de aminoacidos no esenciales 10
mM (100x); suero fetal de ternera; solucion balanceada de fosfatos
de Dulbecco (PBS).

Reactivos:

Los reactivos utilizados en el desarrollo de este trabajo fueron de
alto grado de pureza y se compraron a J, T. Baker y Sigma. El agua
utilizada fue desionizada mediante el sistema Mili-Q, Water Purifi-
cation System de Millipore.

Compuestos marcados con i86topos radiactivos:

(1,2,4,5,6,7,5-H) 5« DHT, a.e, 123 Ci/mmola; (1,2,>-H) 38,5« an-
drostandiol, a.e, 40 Ci/mmola, se obtuvieron de Amersham Interna-
tional, Reino Unido.

Compuestos radioinertes:

38, S5« androstandiol, 5« dihidrotestosterona, estradiol, 38, 5a no.

retisterona se obtuvieron de Sigma y Steraloids Inc. E.U., y se purifi-

41



caron mediante 3 recristalizaciones consecutivas, usando metanol como
disolvente, y como criterio de pureza se midié su punto de fusién en
un determinador de punto de fusion Mettler FP 61.

Limpieza de material:

Todo el material utilizado en cultivo celular se lavé con jabon
haemo-sol (haemo-sol Inc. MA), se enjuagd 10 veces con agua de
la llave, 10 veces con agua destilada y 10 veces con agua desionizada,
se hirvié con agua desionizada, se secé a 150°C durante 30 minutos
y se envolvié para ser esterilizado en autoclave durante 15 minutos
a 15 Lbs. de presion. . -

METODOS

Cultivo de Células:

Las cdlulas utilizadas en este trabajo se obtuvieron a partir de
piel de prepucio obtenida durante la circuncisién de individuos nor-
males, La piel se sembro en botellas de cultivo desechables de 25 em?
utilizando 5 ml de MEM-20% (Medio Minimo Esencial Eagle pH
7.4 adicionado con tricine 20 mM, bicarbonato de sodio 20 mM, ami-
noacidos no esenciales (Apéndice 1) 1%, antibiSticos y suero fetal
de ternera 209%). Los cultivos se incubaron a 37°C en una atmos-
fera con 95% de aire y 5% CQO.. Una vez que se logrd la confluencia
celular (3-4 semanas), el cultivo se fraccioné en varios subcultivos.
Para la resiembra las células se separaron de hotellas de cultivo me-
diante tripsinizacidn: las células se lavaron 2 veces con 5 ml de so-
lucién amortiguadora de fosfatos (PBS, Apéndice 2) y se incubaron
con 2 ml de tripsina a 37°C durante 3 minutos, las células se sepa-
raron mediante agitacion y la suspensidn celular se transfirié a 2
botellas con 10 m1 de MEM-10%. Los subcultivos se efectuaron para
obtener células y experimentar en ellas, ¢ bien se almacenaron a
—70°C,

Congelamiento celudar:

Con el fin de conservar las células por periodos de hasta 2 o 3
afios, sin necesidad de utilizar espacio y reactivos en el laboratorio
de cultivo celular, las células fueron congeladas, para lo cual se usa-
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ron cultivos confluentes, Las células se despegaron de sus botellas
por el procedimiento de tripsinizacidén previamente descrito. La sus-
pension celular se centrifugé a 3000 rpm a 4°C durante 3 minutos,
el paquete celular se resuspendié en 1 ml de medio (MEM, antibi6-
ticos, suero fetal de ternera al 10%, glicerol al 10%, pH 7.4) y se
transfirieron a frascos de vidrio de 2.2 ml de capacidad. El proceso
de congelamiento se realizé en forma gradual con la finalidad de evi-
tar dafio y/o muerte celular (refrigeracion 30 minutos, congelacién
a —20°C duranie 60 min. y posteriormente a —70°C, en la cual las
células fueron almacenadas).
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PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

A. Estudio de la unién del 3p-Androstandiol en fibroblastos
completos:

Para este estudio los fibroblastos humanos normales mantenidos
en cultivo, se sembraron en botellas cilindricas de vidrio (Wheaton
USA) de 690 cm® de superficie. El indculo inicial fue de 5x10° célu-
las y se anadieron 100 ml de MEM-109%. Las bofellas se gasearon
con una mezcla de aire y CO, (95%-5%) durante 2 minutos, se
cetraron herméticamente, y se incubaron a 37°C con rotacién (Bellco
Glass Inc., New Jersey modelo 3032) a una velocidad de 0.2 rpm
durante 24 h, posteriormente se aument6 la velocidad a 0.5 rpm, El
medio de cultivo se reemplaz6 el tercer dia con 100 ml de MEM-10%.
En el sexto dia se remplazé nuevamente el medio con 50 mi de medio
de cultivo MEM sin SFT, (con el fin de eliminar esteroides enddgenos
contenidos en el suero). En el séptimo dia, las células se lavaron 2
veces con 50 ml de PBS, se desprendieron por tripsinizacion y la
suspension celular se colocd en tubos con 3 ml de inhibidor de trip-
sina (Sigma tipo 11-L de frijol). La suspension celular se centrifugé
a 3000 rpm (Rotor Beckman JA 20, r max 108 mm) a temperatura
ambiente durante 5 minutos, el precipitado se resuspendié en 5 ml
de MEM y se centrifugd en las mismas condiciones, El boton celular
se resuspendid en MEM y se contarcen las células en una camara de
Neubauer (Proper Manufacturing Co., New York). Los fibroblastos
preparados segiin se acaba de describir se incubaron con 38 diol“H
solo 0 con un exceso de diferentes esteroides radioinertes (3j8-diol°,
DHT®, 38-NET®, T, E°;,) a 37°C durante 45 minutos. Al finalizar la
incubacién, la suspension celular se colocd en hielo y se le agrega-
ron 6 ml de solucion tris-salina (tris-HCl 20 mM pH 7.4,NaCl 0.9%),
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los tubos se centrifugaron a 3000 rpm (Rotor Beckman JA 20.1 r max
115 mm) a 4°C durante 5 minutos. El paquete celular se lavd 2
veces con 3 ml de solucidn tris-salina y finalmente las células se re-
suspendieron en 1 ml de agua desionizada y se rompieron con 2 pul-
sos de 10 seg. de ultrasonido a una temperatura de 4°C (Sonicador
Heat System Ultrasonic Ine. Modelo W-220 F). Del sonicado se
tomaron alicuotas de 50 ul por triplicado para la cuantificacion de
proteinas de acuerdo al método de Bradford (73, Apéndice 3). Ali-
cuotas de 100 1 por triplicado se usaron para medir radiactividad,
empleando Insta-gel como liquido de centelleo (Packard United Tech-
nologies E.U.). Las muestras se contaron durante 1 minuto en un
contador de centelleo liquido (Packard Tri-carb modelo 2660) y se
restd el fondo del primer vial, usado como blanco, en el cual se
coloe6 liquido de centelleo y 100 ul de agua.

B. Estudio de la unidn del 3p-Androstandiol en citosol: i

Con la finalidad de conocer si la retencion del 3#-diol dentro de
la célula era a nivel citoplasmico, se realizé un estudio de unién
de hormona marcada, y para separar la fraccion libre de la unida
se emplearon gradientes de sacarosa sometidos a ultracentrifugacion.
Para cumplir este objetivo, las células normales se sembraron en
botellas cilindricas y 24 h antes del experimento se les cambid el
medio a MEM sin suero, el dia del experimento se tripsinizaron,
lavaron e incubaron con los csteroides radiactivos con o sin esteroide
radioinerte. Al finalizar la incubacién, el paquete celular se lavé 3
veces con solucion tris-salina centrifugando a 3000 rpm (Rotor Beck-
man JA 20.1) a 4°C durante 5 minutos. El paquete celular restante
se resuspendid en 0.5 ml de TEDT (Tris-HC] 20 mM pH 7.4, EDTA
1.5 nM Ditiotreitol [DTT] 0.25 mM, Trasylol [Bayer] 5000 U/ml)
y se homogenizé en un homogenador de vidrio con pistilo de teflén
a 4°C. Los homogenados se centrifugaron a 30,000 rpm (Rotor Beck-
man SW 501 r max 107.3 mm) 1 hr. a 2°C, del sobrenadante (ci-
tosol) se tomaron alicuotas de 50 ;] para cuantificar proteinas y
alicuotas de 400 ul que se depositaron sobre gradxcntes lineales de
sacarosa del 5 al 20%.

Los gradientes se prepararon en solucién amortigualora tris-HCl
20 mM, pH 7.4, EDTA 1.5 mM, DTT 0.25 mM, glicerol 10% v/v,
por medio de un formador de gradientes (Buchler Instruments USA)
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en tubos de polialémero de 5.1 ml de capacidad. Los gradientes se
centrifugaron a 50,000 rpm (Rotor Beckman SW 50.1) durante 18 h.
a 2°C. Al terminar la centrifugacion, los gradientes se fraccionaron
a partir del fondo (Fraccionador Beckman Recovery System USA),
en fracciones de 5 gotas que se depositaron en frascos a los cuales
se les adiciond 5 ml de liquido de centelleo Insta-gel, y se cuantifico
la radiactividad (83).

C. Estudio de la wnion del 3p-Andorstandiol a nivel subcelular:

Se obtuvieron fibroblastos por el método de cultivo de células, los
cuales posteriormente fueron separados de las botellas de cultivo
mediante el método de tripsinizacion y fueron incubades con el 383-
diol “"H més del 3p-diol radioinerte durante 60 min, a 37°C. Posterior
a la incubacién el boién celular fue lavado 3 veces con solucidn {ris-
salina. Los fibroblastos se sonicaron 3 veces a 4°C durante 10 seg.
cada vez (Sonicador Heat System Ultrasonic Inc Modelo W-220 ¥),
posteriormente se obtuvieron las fracciones subcelulares por centrifu-
gacidn diferencial de acuerdo al método de Schneider y Hogeboom
(75), figura No. 4. Una vez que se obtuvieron las fracciones sub-
celulares se resuspendieron y se tomaron alicuotas de cada una de
ellas para cuantificar radiactividad y concentracion de proteinas (73,
Apéndice 3).

D. Estudio de o union del 3p-Androstandiol a nivel nuclear:

Una vez efectuados los estudios a nivel subcelular se observé que
la mayor captacién de radiactividad se encontraba en el nicleo, por
lo que se estudio la incorporacién del esteroide en este organelo ce-
lular, Para este propdsito se obtuvieron fibroblastos por la técnica
de cultivo de células, los cuales fueron separados por tripsinizacidn,
e incubados con el esteroide a estudiar. Obtenciéon de nicleos: el
paquete celular se resuspendié en 3 mi de solucién isoténica (tris-
base 20 mM pH 7.4 a 4°C, sacarosa 0.32 M. MgCl; 1 mM), y se
centrifugd durante 5 min. a 3600 rpm a 4°C. El paquete celular se
resuspendié en 4.2 ml de solueién hipotdnica (tris-base 20 mM pH
7.4 a 4°C, MgCl. 1 mM) y se dejdé en reposo durante 15 minutos, al
término de los cuales los fibroblastos se rompieron pasandolos a tra-
vés de una aguja hipodérmica del No. 253. A la suspensién obtenida
se le adicion6 0.6 ml de solucién hiperténica (tris-base 20 mM pH 7.4
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a 4°C, sacarosa 2.2, M, MgCl. 0.5 mM, CaCl: 1 mM) con lo que la sus-
pensién fue llevada a una condicién de isotonicidad, E1 lisado se centri-
fugé a 2400 rpm durante 20 min. a 4°C. Del sobrenadante se tomaron
alicuotas de"100 p1 por triplicado para cuantificar radiactividad. El pre-
cipitado que contiene los ntcleos fue resuspendido en 3 ml de buffer iso-
tonico. Se centrifugd nuevamente a 2400 rpm por 20 min. a 4°C, se eli-
miné el sobrenadante y el precipitado nuclear se resuspendi6 en 500 1
de agua desionizada y se sonicé 2 veces durante 10 seg. para romper
los micleos. Del sonicado nuclear se tomaron alicuotas de 100 gl
por triplicado y se colocaron en frascos con 5 ml de liquido de cen-
telleo insta-gel y se contaron durante 1 minuto en un contador de
centelleo liquido. Se tomaron alicuotas de 100 pl para la cuantifi-
cacion de ADN empleando el método de Santoianni y Ayala (76,
Apéndice 4). Todo este procedimiento fue empleado también para
estudiar la captacién nuclear del 33-diol a diferentes tiempos.
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RESULTADOS

Influencia de Diferentes Concentraciones del 38-diol radioinerte en la
captacién total de radiactividad.

Con el fin de estudiar la captacion total del 38-diol en fibroblas-
tos humanos normales (Fig. 5), las células se incubaron con 38-diol
tritiado (3p*), en este ensayo se observo gue los fibroblastos son ca-
paces de retener el esteroide intracelularmente. Al agregar excesos
de esteroide radioinerte entre 6 a 150 nM, la captacion no se ve
alterada. Sin embargo se observa que al aumentar la concentracion
a 300 nM del 3p-diol radioinerte, existe un incremento en la capta-
cion, llegando a su maximo (66000 dpm/mg de proteina) a concen-
traciones de 750 nM y este incremento en la captlacién no se mantiene,
ya gue al aumentar la concentracion hasta 1500 nM, se observa que
la captacion de radiactividad no sufre modificaciones considerables
con respecto a los fibroblastos incubados Gnicamente con la hormo-
na marcada (38*) (Fig. 5).

Especificidad de Union:

Con el objeto de saber si el aumento de captacidén de 3p-diol *H
en los fibroblastos es producide exclusivamente por la adicion del
3pB-diol radioinerte (750 nM), las células se incubaron con 38-diol
SH mas 3f-diol radioinerte a una concentracion de 750 nM y ade-
mas se probaron otros esteroides radioinertes incubdndolos con
3p-diol “H en concentraciones similares. Como se observa en la figura
6, ni el estradiol, que es un compuesto aromatico con una configu-
racién muy parecida al 38-dicl, ni la 5«-DHT que es su precursor
metabélico inmediato, lograron mimetizar la accién del 38-diol radio-
inerte, Por otra parte, fue necesario comprobar la especificidad de
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Fig. 5 Influencia de diferentes concentraciones del 38-diol radioinerte
en la captacion total de radiactividad por fibroblastos, Las células se
incubaron en 3 ml de MEM conteniendo 38-diol *H 3 nM seolo o con
diferentes concentraciones de 3g-diol radioinerte, los cuales se indi-
can en la parte inferior de las barras. La incubacion se llevo a cabo
a 37°C durante 45 minutos. Estos resultados son promedio de 2
experimentos efectuados por separado.

esta unién empleando un estercide radiactivo diferente al 3g-diol,
para lo cual se corrieron experimentos de unién con 5«-DHT *H
en fibroblastos completos. Como se observa en la figura 7, aunque
la 5«-DHT °H es retenida en mayor concentracion que el 33-diol *H,
al afiadir 3p-diol radioinerte, la concentraciéon de esteroide retenido
no es alterada, mientras que en 1a incubacién con 3g-diol *H la cap-
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Fig. 6. Especificidad de Unién del 33-diol en célulag completas, Fibro-
blastos derivades de piel de individuos normales se incubaron en 3 ml
de MEM conteniendo 3p-diol *H 3 oM (32*) solo o con hormona no
marcada a una concentracién de 600 nM Estradiol = E,° Dihidrg-
testosterona = DHT®, 3g-diol ~ 3°) a 37°C durante 45 minutos.
Las células se trataron posteriormente como se indica en material y
métodos. Estos resultados son representativos de 3 experimentos efec-
tudos por separado.
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Fig. 7 Estudio del efecto del 33-diol radioinerte en la captacion total
de 3p-diol radiactivo.

Los fibroblastos fueron incubados en 3 ml de MEM conteniendo
3p-diol *H 3 nM solo o en presencia de 38-diol o 3e-dio) radioinertes,
en una concentracion de 750 nM, o bien con DHT *H 2 nM con o sin
3p-diol o 3a«-diol radioinertes en una concentracién de 750 nM. Los
resultados se indican como radiactividad total unida por mg de pro-

teina.

tacion se incrementa considerablemente, En este estudio también
se probé la influencia del 3a-diol radioinerte, el cual no modificé la
captacién ni del 3g-diol *H ni de la 5«-DHT *H.

Otro estudio para comprobar la especificidad del fenémeno del in-
cremento de captacion propiciado por altas concentraciones de 3g-diol
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fue realizado con un compuesto parecido al 3p-diol, el 3g-diol de
Noretisterona (38-NET). El 33-NET differe del 33-diol natural en
que posee un radical etinilo en el carbono 17 y carece del metilo en
posicidn 19. Como se muestra en la figura 8 el 38-NET es capaz de
mimetizar la propiedad del 38-diol natural de aumentar la captacion
de radiactividad. En este estudio se incubé 38-diol *H + excesos de
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Fig. 8 Estudio del efecto de 38-NET radioinerte en la captacion total

de 3#-diol radiactivo. Los fibloblastos se incubaron en 3 mml de MEM

conteniendo 3p-diol “H (34*) 3 nM con o sin un exceso de esteroide

radioinerte, 38-diol (38°) en un exceso de 250 veces y 38-NET en
en exceso de 100, 250 y 500 veces.
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300 nM, 750 nM, 1500 nM de 33-NET y en las tres concentraciones
este compuesto sintético aumento la captacion del 38-diol *H natural,
aungue a concentraciones de 1500 nM la captaciéon fue menor como
sucede con el 33-diol natural (Fig. 8).

Unidn del 3p-diol a Nivel Citoplasmitico:

Ya que las hormonas esteroides para ejercer su accidn se unen
a una macromolécula de naturaleza proteica, de localizacién citoplas-
matica (85), se estudié la posible union del 38-diol a una proteina
citosdlica. Para este fin, el citosol de los fibroblastos incubados con
3p-diol *H solo y 38-diol *H + 3p-diol radioinerte en una concentra-
cién de 600 nM se sometieron a ultracentrifugacién en gradientes de
sacarosa de 5 a 20%. Como control positivo de unién a una macro-
molécula citosOlica se empled citosol de células incubadas con 5Se
DHT *H, 2 nM el cual se traté en forma similar. Los resultados
mostraron gue la radiactividad se mantiene en un nivel basal a través
de todo el gradiente (Fig. 9 circuios cerrados), no asi en el control
incubado con 5a- DHT SH en el cual se perfila un pico de mayor
radiactividad con un coeficiente de sedimentacién de 88 (Fig. 9 circu-
los abiegtos) indicando que la 5«-DHT si se une a ung proteina cito-
s6lica y el 33-diol no.

Bstudios a nivel subcelular de la captacion del 3p-diol

Una vez comprobado el fenémeno de alta retencién de 3p-diol *H
al incubarse especificamente con exceso de 3f-diol radioinerte, y al
no encontrar unién a nivel citoplasmadtico, se efectuaron estudios a
nivel subcelular con el objeto de conocer en que estructura celular
ocurre esta retencion. Para este propdsito los fibroblastos se incuba-
ron con 38-diol *H 3 nM + 38-diol radioinerte 600 nM durante 60
min. a 37°C, posteriormente se separaron fracciones subceltlares me-
diante dentrifugaciones sucesivas, y en cada fraccién se cuantifico la
radiactividad incorporada. Los resultados indicaron (Fig. 10) que la
mayor captacion se efectud, en el nicleo celwlar, incorporandose el
809 de la radiactividad total unida a la célula intacta, en mitocon-
drias y citosol la captacion fue menor de un 10% y en microsomas
s6lo fue de un 2%, indicando que el nicleo es el componente celular
responsable de la captacidon del esteroide.
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Fig. 9 Perfil de sedimentacién del citosol de fibroblastos incubados con
3p-androstandiol- sH.

Fibroblastos mantenidos en cultivo se incubaron con 3g-andros-
tandiol- *H (Panel izquierdo) o bien con 3p-androstandiol *H + 38-
androstandiol radioinerte (Panel derecho). Alicuotas de la fraccién
soluble (500 x1) de los fibroblastos incubados, fueron centrifugados
xg a 4°C. El citosol de fibroblastos incubados con 52-DHT °H en las
_ en gradientes de densidad de sacarosa (5-2095) por 18 h. a 300,000
mismas condiciones se usé como control (Panel izquierdo).-

Cinética de Unidn del 38-diol *H a fibrablastos

Se estudid la captacién del 38-diol a fibroblastos humanos, para
ello los fibroblastos se incubaron con 3p-diol *H mas 33-diol radio-
inerte 600 nM a 37°C, durante intervalos de tiempo de 5, 15, 30, 45 y
60 minutos, analizando la radiactividad incorporada tanto en ntcleos
como en citosol. Como se muestra en la figura 11, a los 5 min, la
captacién en nicleos del 3p-diol *H fue la mas alta, y al incremen-
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Fig. 10 Estudios a nivel subcelular de] 33-diol.
Las células fueron incubadas en 3 m) de MEM conteniendo 3p-diol
*H 3nM + 3p8-diol radioinerte 600 nlM, la incubacién se realizé a 37°C
durante 60 min. Al finalizar la incubacién las células se homogeniza-
Ton y se obtuvieron las fracciones subcelulares mediante centrifuga-
ciones sucesivas, En cada fraccién se midi¢ la radiactividad unida,
y los resultados se indican como % de unién en cada fraccién sub-
celular. N (micleos), MIT (Mitocondx;ias), C (Citosol) y MIC (micro-
somas).
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Fig. 10 Estudios a nivel subcelular del 3p-dial,
Las células fueron incubadas en 3 ml de MEM conteniendo 3p3-diol
*H 3nM + 3g-diol radivinerte 600 nM, la incubacién se realizé a 37eC
durante 60 min. Al finalizar la incubaci6n las células sp homogeniza-
ron y se obtuvieron las fracciones subcelulares mediante centrifuga-
clones sucesivas. En cada fraccién se midié la radiactividad unida,
¥ los resultados se indican como % de unién en cada fraccion sub.
celular. N {ntcleos), MIT (Mitocondx;ias), C (Citosol) y MIC (micro-
somas).
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Fig. 11 Captacién de 38-diol *H a diferentes tiempos de incubacién.

Fibroblastos provenientes de individuos normales fueron incubados

en 3 ml de MEM conteniendo 3g-diol *H 3 nM + 3p-diol radioinerte

600 nM a 37° C. Como control se incubaron células con 3@-diol *H

3 nM. De las células tratadas se obtuvieron los nicleos y el citosol

como se indica en material y métodos y se cuantifico la radiactividad
unida en cada fraccién.

tarse el tiempo de contacto con el esteroide, la radiactividad va decre-
ciendo y llega a ser constante entre 45 y 60 min. La captacién en
citosol es mucho menor que en nicleos y se mantiene constante a
través del tiempo analizado. En este estudio se usé como control fibro-
blastos incubados durante 60 min. sélo con el esteroide radiactivo y
como se puede observar en la grifica no hubo retencidn de radiactivi-
dad en ndcleo ni en citosol.
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DISCUSION

Los resultados experimentales de la captacién del metabolito re-
ducido de la testosterona, el Se-androstano 38, 178 diol, por el fibro-
blasto humano muestran que este compuesto posee un comportamiento
de union que se podria considerar exclusivo o propio de su configura-
cion, ya que moléculas estructuralmente similares; como su epimera
Sa- androstano 3a, 178 diol o el Se-androstano 178 o0l-3 ona a diferencia
del 34-diol presentan un mecanismo de accién clasico para hormonas
esteroides con actividad androgénica, y este ha sido extensamente es-
tudiado y en la actualidagd es bien conocido (17, 18).

Por el contrario el modo de accidén a nivel celular del 33-diol ha
sido poco estudiado no obstante de gue induce un nimero importante
de efectos bioldgicos. Si bien se han caracterizado y cuantificado las
propiedades de unién de otros sistemas de receptores para esteroides
con actividad hormonal (1}, éste no es el caso del 35-diol.

En términos generales los procesos celulares involucradeos en la
expresion de la actividad biologica del 33-Androstandiol ne se cono-
cen o no han sido determinados experimentalmente: el objetivo del
presente trabajo es el conocer mas acerca de su mecanismo de accidn.

Como se menciona en la introduccién el 38-diol es un producto
metabdlico inmediato de la 5«-DHT, que es un andrégeno de gran
actividad biclogica. A priori se esperaria que el 3g-androstandiol
siendo también un andrégeno interaccionara con los receptores de
androgenos presentes en las células blanco, es por esto que se eligié
al fibroblasio humano, el cual contiene receptores de andrégenos,
como modelo para el estudio del mecanismo de accién del 3p-diol.
Eil modelo del fibroblasto ofrece ventajas adicionales respecto a otros
tejidos ya que no sintetiza receptores intracelulares para estrdégenos
ni se ha detectado actividad de unién para progestinas. A diferencia
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de lo gue ocurre en tejidos en donde el 3B-diol es capaz de interaccio-
nar con otros sistemas de receptores que se caracterizan por tener
alta afinidad y, capacidad Ymitada (64-68), el 38-diol “H en el
fibroblasto exhibe un patrén de captacion distinto, y dependiente
de la concentracion agregada del 3g-diol radioinerte. Como se mues-
tra en la figura 5, Ja retencién del 33-diol *H por el fibroblaste intacto,
incubado a 37°C se vio incrementada Gnicamente cuando se agregé
la hormona fria a una concentracion 250 veces mayor que la radiac-
tiva (750 nM). Este patrén de captacion no ccurre en un sistema sa-
turable de alta afinidad (1), y sc aparta del modelo vigente de accion
de los esteroides, Un sistema parecido aunque no idéntico ha sido
descrito por el grupo de McGuire para el estradiol *H y al parecer
es funcional en varios tejidos {77), sin embargo, cste sistema no
saturable, estd estudiado en condiciones experimentales limitadas
(4°C), diferentes a las empleadas para el 3g-diol *H (37°C).

La especificidad de la captacion del 38-dio! *H fue estudiada ini-
cialmente en fibroblastos intactos cultivades a 37°C. Como se muestra
en las figuras 5 y 6, la retencidn del 38-diol “H es lograda sélo cuando
se agrega 38-diol radioinerte al mriedio de incubacidn pero no cuando se
incuba con estradiol, 5« DHT o su isémere 3a-diol a las mismas concen-
traciones. Estas observaciones sugieren que la retencion es ejercida
exclusivamente por la estructura que presenta el 38-diol; esto es, la
captacidn es especifica para el 33-diol y no ocurre con estructuras como
Ja de la 52-DHT. Este mismo fenémeno no se observd cuando se incu-
b6 con DHT °H bajo condiciones similares (Fig. 7), ain mds la adicion
del isdmero 3«-diol no modificd las caracteristicas de captacidn para
ninguno de los dos radicligandos como se muestra en la misma figura.
Para que ocurra el aummento o incremento en la captacidn del 3g-diol
IH es determinante alcanzar una concentracién dptima (250 veces
mayor que el esteroide radioactivo) del compuesto radicinerte. En
un experimento adicional se confirmd la especificidad de unién del
3p-diol *H utilizando el esteroide sintético 38-NET estructuralmente
parecido y que posee propiedades similares al 3g-diol natural (74).
Asi mismo con el 38-NET se logrd incrementar la captacion del
3p-diol *H, lo cual indica que esta configuracidn es espacifica para
ejercer su funcién (Fig. 8).

Actualmente aun no conocemos el modo de accién del 33-diel, en
parte debido a que no se ha identificado un receptor especifico para
este derivado, por 1o que se han propuesto varies mecanismos para
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explicar como ejerce su efecto. Por ejemplo se ha sugerido reiterada-
mente que el 3B-androstandiol posee afinidad por el receptor de estré-
genos (64-68) y por lo tanto ejerce efiectos estrogénicos (67, 74, 78).
Sin embargo, si bien es cierto que el 38-diol estd provisto de actividad
estrogénica intrinseca débil, la interaccion con el receptor de estré-
genos no parece ser la de un estrdgeno tipico, puesto que las afinida-
des entre el estradiol y su receptor, y el 38-diol con el receptor de
estrogenos son muy diferentes: el 33-diol *H interacciona con lo que
parece ser un receptor de afinidad relativamente baja, con una capa-
cidad moderada (64-68), del orden de 1 x 10°® M que de ninguna
manera corresponde a las caracteristicas de los veceptores de estro-
genos tipicos los cuales poseen alta afinidad y son saturables a con-
centraciones bajas como 1 x 10-* M o incluso menores.

El comportamiento de la reaccién entre 38-diol “H y el supuesto
receptor de estrogenos encontrados por Garcia (65) y Thieulant (64)
en el citosol de varios tejidos animales, indica que el 38-diol presenta
una rapida disociacion de su receptor nutivo, esto es la forma 8 S y
bajo sus condiciones experimentales el 33-diol *H se asocia prefe-
rentemente a la fracciéon disociada (forma 4 S) del receptor de estro-
genos, mientras que el estradiol *H se une principalmente a la forma
nativa del receptior citosdlico de estrégenos, La fraccidon a la cual se
esta uniendo el 33-diol *H en los tejidos estudiados pareciera ser
también inespecifica ya que a la adicidn del 33-diol radicinerte no se
modifica ¢l patron de sedimentacion en gradientes de densidad de
sacarosa. Otra posible explicacion de la accion del 33-diol seria que
por modificaciones enzimaticas formara compuestos mas activos como
el 3a-diol o bien 5¢-DHT, sin embargo, esto parece no ocurrir bajo
condiciones fisiolégicas normales (30).

La primera alternativa fue explorar la unién del 38-diol en el
citosol de los fibroblastos. Desafortunadamente, aungue la captacién
del 3g-diol *H en presencia de 3g8-diol radioinerte es un fenémeno
constante, la presencia de unidores especificos en la fraccién citosd-
lica del fibroblasto no fue encontrada. En la figura 8 se muestra la
sedimentacion del complejo 5« DHT *H-receptor de citosol de fibro-
blastos (panel izquierdo), analizado en gradientes de densidad de saca-
rosa, y se muestra también que en condiciones similares el 33-diol "H
no se une al citosol de los fibroblastos (Fig. 9 panel derecho). Con
astas observaciones se descarta que el 38-diol se una a un receptor
citosdlico.
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A fin de saber a qué sitio de la célula se une el 3g8-diol *H cuando
se incuba in vivo con el 3p-diol radioinerte, se obtuvieron fracciones
subeelulares a partir de fibroblastos incubados con la hormona a
37°C. Como se muestra en la figura 10 la mayor captacién de radiac~
tividad se encontré en el compartimento nuclear, mientras que en la
fracciéon mitocondrial y citosdlica fue baja y menor aun en ia fraccién
microsomal. Estos resultados confirman la ausencia de unién o re-
tencion en la fraccién citosélica del fibroblasto, y demuestran, una
interaccién directa con el componente nuclear, esto es la captacidn
del compuesto tritiado se une en el niicleo, esta observacion esta de
acuerdo a lo reportado por Chamness y col. y por King y Green para
el receptor de estrégenos con referencia a la saturabilidad y localiza-
cion del receptor (77, 79).

Finalmente se estudié el tiempo 6ptimo de captacidn de la hor-
mona por el ntcleo celular, En la figura 11 se muestra la captacién
por el fibroblasto in vive del 38-diol “H mas 3p-diol radioinerte incu-
bado a 37°C a diferentes tiempos, la mayor retencidn fue observada a
los 5 minutos de incubacién y esta decae gradualmente conforime pasa
el tiempo de exposiciéon- (60 minutos).

Esta ripida captacion se obtuvo en estudios gue se llevaron a cabo
a temperatura fisioldgica y serd de interés estudiar tiempos de incu-
bacién de menor duracién. Los resultados obtenidos permiten sugerir
que ¢l fenémeno de captacion observado en condiciones experimenta-
les controladas pudiera operar en condiciones fisioldgicas.

Para la induccién del receptor de progesterona por el 38 androstan-
diol se requieren concentraciones farmacoldgicas mas que fisioldgicas
(66), también el estimulo desencadenante de la hiperprolactinemia
en la hipdfisis anterior de la rata es mediada casi exclusivamente por
la concentracién del 38-diol que se origina de la testosterona (40).
Los datos presentados muestran que el 3f-androstandiol es interna-
lizado rapidamente al inferior del niclea del fibroblasto sin tener
como mediador intracelular un receptor de localizacion citosdlica, este
hecho que es también dependiente de la concentracion del esteroide
presente en el medio, difiere sustancialmente a los mecanismos de
aceién observados para casi todas las hormonas esteroides (80).

La entrada rapida a la célula y la unién directamente en el miclea
det 3p-diol, en ¢l fibroblasto, no ha sido reportado a la fecha, sin
embargo, se ha informado de la existencia de un sistema de inter-
accidn exclusivamente nuclear para el estradiol (79), el cual presumi-
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blemente no es mediado por receptores citosélicos. Podria conside-
rarse, en este caso particular que el 38-diol lleva a cabo un mecanismo
de accidn similar a la del estrandiol, sin embargo, la diferencia funda-
mental es que el 33-androstandiol *H requiere necesariamente de una
concentracion elevada de 33-diol radioinerte para ser retenido en el
compartimiento nuclear, a diferencia de lo que sucede con el estra-
diol SH.

La captacién ohservada del 38-androstandiol por el ndcleo del fi-
broblasto humano y su inesperada retencion aumentada por la adicion
de altas concentraciones de este esteroide, podrian considerarse para-
ddjicos, comparandelos con los mecanismos ampliameénte conocidos
de las hormonas esteroides.

Por otra parte relacionando los resultados experimentales obteni-
dos, cvon los datos existentes en la literatura, se podria sugerir, a
manera de hipétesis, un posible mecanismo de accién del 3p-diol.

Inicialmente el 33-diol es formade a partir de testosterona en las
células de los drganos blanco en compartimentos especificos (fraceion
microsomal, nlicleo) dentro de la célula. E! 33-diol difunde entonces
al micleo, en donde es retenido gradualmente por componentes espe-
cificos {adaptadores moleculares) de naturaleza posiblemente protéi-
ca, ya que la molécula esteroide por si misma no es capaz de evocar
una respuesta regulatoria (80). A continuacidn el complejo 3g-diol-
receptor, se une a aceptores nucleares localizados en la cromatina, in-
duciendo una respuesta reguladora semejante a la descrita para otras
hormonas esteroides (80).

Un efecto inductor {regulador) del 38-diol a nivel nuclear, ha sido
dzserito para la regulacién de la actividad de la timidina cinasa en
el endometrioc humano y en células MCF-7 (67), asi como también
¢l efecto sobre la actividad de la RNA polimerasa inducido por el
3p-diol (78). La induccion de la sintesis de receptores para proges-
terona por el 3g-androstandiol en varios tejidos .animales ha sido
también reiteradamente demostrada (67, 74, 78).

Este mecanismo podria explicar en parte una serie de alteraciones
hormonales en los cuales estd involucrado el 3g-diol, como seria el
caso del hirsutismo, la oligospermia (45}, y la hiperplasia prastatica
benigna (81). Con referencia a ésta ultima, se ha sugerido que el
38-diol desempefa un papel importante en la génesis de la patogenia
de la hiperplasia prostatica (50). Tunn y col. {(82) demostraron alte-
raciones en la hidroxilacidn del 3p-diol lo que produce acumulacién
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de este metabolito tanto en el estroma como en el epitelio de la prds-
tata humana y se sugiere que este aumento en la concentracién pu-
diera inducir el crecimiento celular (82).

El mecanismo propuesto en este trabajo también podria explicar
en parte el efecto del 38-dicl sobre la secrecién y crecimiento del
epitelio prostitico de células mantenidas en cultivo (39), el efecto
sobre el adelanto de la pubertad en roedores (52-55), la inhibicién
de gonadotropinas inducida por el androstandiol (63, 83), y sus efec-
tos en la sintesis de prolactina en la hipofisis anterior de la rata (40).
Finalmente, la observacion de que la mayor parte de la union del
3p-androstandiol *H ocurre a nivel nuclear esti fuertemente apoyada
por los datos de Horst y col. (84) quienes demostraron que este me-
tabolito se une inespecificamente tanto a la porciéon mitocondrial
como & la fraccion microsomal (84) de la prostata ventral de la rata.
Estos mismos resultados fueron encontrados en el fibroblasto humano
(Figura 10) en el presente trabajo. La caracterizacion e identificacion
del sitio o sitios de interaccién del 3B-androstandiol en el nicleo del
fibroblasto y en otros tejidos animales se estudia actualmente en
este laboratorio, para tratar de conocer el mecanismo de accidn del
3p-Androstandiol.



CONCLUSIONES

Los datos obtenidos en el presente estudio fueron interpretados
de la siguiente mancra:

1. Existe una captacién especifica del 38-diol por los fibroblastos
mantenidos en cultivo, esta captacién es dependiente de una con-
centracion critica del 3g-diol adicionado a la incubacidn, al llegar
a esta concentracién se ejerce un efecto sinérgico en la captacioén
del esteroide por la célula.

2. No se encontrd unién especifica del 3g-diol a nivel citosélico, por
lo que su mecanismo de accién difiere del de las hormonas este-
roides conocidas.

3

La retencién del 3p8-diol es exclusivamente nuclear, este fenémeno
es importante ya que este organelo celular es el que regula la
mayoria de los procesos celulares.

4. Finalmente se sugiere que la retencién del estercide a nivel celular
puede operar en ciertas condiciones fisiologicas en las cuales esta
involucrado el 3p-diol.
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APENDICE 1

Medio minimo esencial (MEM ).

Componentes

Sales inorgdnicas:
CaCl, (anhidro)}
KCl

MgSO, (anhidro)
NacCt
Na.HPO.H.O

Otroé componentes:

D-glucosa
Rojo de fenol

Aminodcidos:
L-alanina
L-arginina, HCl
L-asparagina, H.O
L-acido aspartico
L-cisteina.2 HCl
L-dcido glutamico
L~glutamina
Glicina
L-histidina HCLH.O
L-isoleucina
L-leucina

L-lisina HC]

mg/1

.200.0
400.0
97.6
6800.0
140.0

1000.0
10.0

8.9
126.0
15.0
13.3
31.29
147
292.0
S5
42.0
52.0
52.0
725
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L-metionina 15.0

L-fenilalanina 320
L-prolina 115
L-serina 105
I~treonina 48,0
L-triptofano 100
L-tirosina (sal disédica) 519
L-valina 46.0
Vitaminas:

D-Pantotenato de calcio 1.0
Cloruro de colina 1.0
Acido félico ) 1.0
i-inositol 2.0
Wicotinamida 1.0
Piridoxal HC] 1.0
Riboflavina 0.1
Tiamina HCl} 1.0
Aminodcidos no esenciales:

L-alanina 890.0
L.asparagina. H.O 1500.0
I~acido aspartico 1330.0
L~dcido glutamico 1470.0
Glicina, 750.0
L-prolina 1150.G
L-serina 1050.0
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APENDICE 2

Solucién amortiguadora de fosfatos
(FBS) de Dulbecco.

Componentes:

KCl

K. PO,

NaCl

Na . HPO,TH,O
pH 74
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APENDICE 3

Determinacion de proteinas por el método de Bradford.

I, Preparacion del reactivo de Bradford:

1. Disolver 100 mg de azut de coomasie en 50 ml de alcohol etilico
al 95%.

2. Agregar 100 ml de dcido fosférico al 85% y aforar a 1000 ml
con agua destilada.

3. Almacenar en botella ambar a temperatura ambiente.

II. Preparacién de la curva estandar:

1. Pesar 10 mg de BSA y disolverlos en 10 ml de sol. salina 0.15 M
(sol. stock).

2. Leer en espectrofotometro a una longitud de onda de 278 nm
utilizando como blanco sol, salina. La lectura debe ser de una
DO de 0.66, de lo contrario ajustar.

3. Puntos de la curva:

a) 100 pg 0.1 ml de sol. stock.

b) 75 pg Tomar 3.75 ml de sol, stock, agregar 1.25 ml de sol.
salina, cada 0.1 ml de esta sol. es igual a 25 ug. ‘

¢) 50 ug Tomar 2.5 ml de sol. stock, agregar 2.5 ml de sol. sa-
lina, cada 0.1 ml de esta sol. es igual a 50 ug.

d) 25 pg Tomar 1.25 ml de sol. stock, agregar 3.75 ml de sol.
salina, cada 0.1 ml de esta sol. es igual a 25 n.

e) 0 pg Tomar 0.1 ml de sol. salina,

Problemas:

1. Hacer diluciones de la muestra: (1:50, 1:100, 1:500, 1:1000).

2. A todos los tubos de la curva estandar y a los problemas se les
agregan 5 ml de reactivo de Bradford.

3. Esperar 2 min. y leer en espectrofotometro a 595 nm.
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APENDICE 4

Determinacién de la concentracion de ADN en solucidn por
el método de Santoianni y Ayala

Reactivos:

. Albimina 1 mg/ml

. Acido tricloroacético al 40% y 109 (TCA).

. Diclorhidrato del icido 3,5 diaminobenzoico (DABA).
Carbon dextran.

HCIO, al 0.6 N (guardar y usar en material plastico).

. Papel filtro Whatman No. 1.

ADN de esperma de salmén (2 mg/ml de NH,OH).
NH,OH 0.4 N.

Método:

Las muestras se aforan con agua a un volumen de 0.5 mi,

. Afiadir 0.1 ml de albimina 1 mg/ml.

Afadir 0.2 ml de TCA al 40%.

Dejar reposar a 4°C durante 2 horas.

Centrifugar a 2400 rpm durante 10 minutos en frio (0°C-— 4°C).
Aspirar el sobrenadante y eliminarlo.

. Afiadir al precipitado 0.5 ml de TCA al 10%.

. Agitar.

. Centrifugar 10 min. a 2400 rpm en frio.

. Aspirar el sobrenadante,

. Afiadir al precipitado 20 gl de 3,5 DABA previamente tratado con
carbon dextran. (Pesar 676 mg de 3,5 DABA y ponerlo en 2 ml
de agua (1,5 M), agitar y agregar 2 mg de una mezcla carb6n
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6
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dextran 10:1 p/p, agitar y centrifugar 10 min. a 2000 rpm a tem-
peratura ambiente; filtrar (papel filtro Whatman No, 1), el fil-
trado se debe colectar en un tubo de plastico).

Cubrir los tubos con papel Parafilm,

Colocar los tubos en bafic Maria a 60°C durante 30 min.

Parar la reaceién poniendc 1.5 mi de HCIO, al 0.6 N.

Agitar.

Centrifugar los tubos 10 min. a 2000 rpm a temperatura ambiente.
Leer las muestras en un fluorémetro usando un filtro primario de
405 nm y un filtro secundario de 520 nm. El sobrenadante se
coloca, en la celdilla por decantacign.

Curva Bstdndar:

. Preparar solucién de ADN de esperma de salmdn a una concen-

tracién de 2 mg/m! en NH,OH 0.4 N.

. Hacer diluciones que contengan 0.1 ng/310 p3, 0.5 g/10p, 1.0

;1g/10 }Ll, 30 pg/lO .u.], 4.0 pg/i{) [.A], 5.0 pg/lo ’Ll, 6.0 p,g/lo }Ll, 7.0
,;g/lo ,ul, 8.0 ,ug/lO ptl, 9.0 ,;g/lO pl.l Yy 10.0 pg/lo ;LL

Preparar triplicado con 10 ;d de cada concentracion y evaporar
a sequedad a temperatura ambiente.

Agregar a cada tubo 20 pxl de 3,5 DABA tratado con carbén
dextran.

Meter los tubos a bafic Maria a 60°C durante 30 minutos, junte
con los tubos del problema,

Agregar 1.5 ml de HCIO, 0.6 N.

Leer en ¢l fluordmetro usande como blanco: 10 1 de NH,OH en
un tubo y tratados igual que los tubos anterviores.
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